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Abstract 
近年、long non-coding RNA (lncRNA) が増殖や、分化、胚発生、神経発生及び
幹細胞性の維持において重要な役割を果たすことが明らかになってきた。lncRNA 
は幅広い機能を持ち、クロマチンリモデリング、転写、スプライシング、mRNA 輸送、
翻訳といった多くの遺伝子発現制御機構に関わっていることが報告されている。また、
lncRNA が癌の発生や進行に重要であることも示されつつある。 
本研究において、大腸癌細胞の造腫瘍性に必要な lncRNA のスクリーニングを行
い、lncRNA UPAT (UHRF1 Protein Associated Transcript) を見出した。UPATの
詳細な機能解析を行った結果、UPAT はエピゲノム制御因子 UHRF1 に結合し、
β-TrCPsを介したユビキチン化を阻害することでUHRF1タンパク質を安定化すること
が明らかになった。これまでに、UHRF1 は大腸癌を含む多くの癌で発現亢進し、癌
細胞の増殖と生存に重要であることが報告されている。さらに、UPAT-UHRF1 経路
が SCD1 及び SPRY4 の発現を制御することで大腸癌細胞の生存に寄与しているこ
とを明らかにした。 
本研究において、新規 lncRNAが転写関連因子のユビキチン化を阻害し、タンパク
質レベルで安定化することにより癌細胞の増殖を制御していることが明らかとなった。
さらに、UPAT-UHRF1 経路は大腸癌の新規治療分子標的として有効である可能性
が示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
Abstract 
Recent studies suggest that long non-coding RNAs (lncRNAs) play critical roles 
in a diverse set of biological processes, including proliferation, differentiation, 
embryogenesis, neurogenesis and stem cell pluripotency. It has been also 
reported that many lncRNAs regulate gene expression and various 
post-transcriptional processes, including splicing, transport, translation and 
degradation of mRNA. Furthermore, Increasing evidence has shown that Many 
lncRNAs play critical roles in tumor development and progression. 
I attempted to identify lncRNAs critical for the tumorigenicity of colon tumor 
cells. I have found that a lncRNA termed UPAT (UHRF1 Protein Associated 
Transcript) is required for the survival and tumorigenicity of colorectal cancer 
cells. It has also been shown that UPAT interacts with and stabilizes the 
epigenetic factor UHRF1 by interfering with its β-TrCP-mediated ubiquitination. It 
has been reported that UHRF1 is overexpressed in various tumors, including 
colon cancer, and plays a critical role in the proliferation and survival of tumor 
cells. Furethermore, I demonstrate that both UPAT and UHRF1 regulate the 
expression of Stearoyl-CoA desaturase 1 (SCD1) and Sprouty 4 (SPRY4), which 
play critical roles in the survival of colon tumor cells. 
In the present study, it is shown that a novel lncRNA regulates proliferation of 
colon tumor cells by interacting with an epigenetic factor and interfering with its 
ubiquitination and degradation. Results from several experiments indicate that 
the UPAT-UHRF1 axis may be a promising molecular target for colon cancer 
therapies. 
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第１章 序論 
1.1 long non-coding RNA研究の変遷 
1990 年代に行われたヒトゲノムプロジェクトによって、ヒトゲノムの全容が明らかと
なった結果、タンパク質をコードする遺伝子の数はわずか 21,000 ほどであること、全
ゲノムに対してタンパク質をコードする領域はわずか1%程度であることが判明した 1-3。
このことから、タンパク質をコードしない領域 (non-coding region) が何らかの重要
な役割を担っていると考えられた。近年、転写産物の総体トランスクリプトームの解析
が行われるようになった結果、ゲノムのほぼ全体から膨大な種類のタンパク質をコー
ドしない RNA (non-coding RNA, ncRNA) が転写されていることが明らかになった 4, 
5。 
ncRNAは大きく低分子ncRNA、長鎖ncRNAの2つに分類される。低分子ncRNA
には転移RNA (tRNA)、マイクロRNA (miRNA)、核内小分子RNA (snRNA)、核小体
RNA (snoRNA)、PIWI 結合 RNA (piRNA) などが、長鎖 ncRNA にはリボソーム
RNA (rRNA) や long non-coding RNA (lncRNA) などが含まれる。タンパク質合成
経路に関わる tRNA や rRNA に加え、遺伝子発現制御機能を有する miRNA や
piRNA、RNAスプライシング複合体を構成する snRNA、核小体において rRNAの成
熟に機能する snoRNAなどの ncRNAは、その作用機序も含めて詳細な機能解析が
進んできた 6-10。しかしその一方で、lncRNAは他の ncRNA と比較して極めて多様で
あり、その機能解析は遅れてきた。しかし近年になり、精力的に lncRNAを対象とした
研究が行われ、いくつもの新たな知見が蓄積されその重要性が明らかになりつつあ
る (Figure 1)。また、lncRNA の発現は細胞種や発生段階によって厳密に制御され
ており 11-13、増殖・分化・胚発生・神経発生・幹細胞性の維持といった生物学的プロセ
スにおいて重要な役割を果たしていることが明らかになってきた 14-19。また、いくつか
の lncRNAはクロマチンリモデリング複合体をリクルートすることで遺伝子発現を制御
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していることが知られている 20。lncRNA Xist は X 染色体をコーティングし、PRC2 
(polycomb repressive complex 2、ヒストン H3K27のトリメチル化を誘引) をリクル
ートすることで X 染色体不活性化を引き起こす 21。また、HOTAIR は PRC2 やヒスト
ン H3K4のジメチル化を誘引する LSD1と結合する 22, 23。さらに、転写調節因子の活
性を制御することで遺伝子の転写に関わる lncRNA も多く報告されている 14-16, 24-26。
lncRNAの中には遺伝子の転写後調節にも関わっているものもあり、mRNAスプライ
シングや細胞質輸送、mRNA不安定化、翻訳に関与している 15, 16, 26。 
 近年、lncRNA と癌の関連についての報告も増加してきた (Figure 2)27。HOTAIR
は乳癌において発現が亢進し、PRC2 を介して浸潤や転移を促進している 28。また、
p53によって発現誘導される lncRNA-p21は転写抑制因子として働き、p53依存的な
アポトーシスの誘導に重要な役割を果たしている 29。さらに本研究室で発見された
ASBELは癌抑制遺伝子 ANA/BTG3 mRNA と 2本鎖を形成することでmRNAを核
内に係留し、翻訳を抑制することで卵巣癌の造腫瘍性に必要である 30。 
 
1.2 エピゲノム制御因子 UHRF1 
UHRF1 (ubiquitin-like PHD and RING finger domain-containing protein 1) は
エピゲノム制御因子であり、DNA のメチル化状態やヒストンの修飾を制御することで
遺伝子の転写に関与している 31, 32。また、UHRF1はE3ユビキチンライゲース活性を
持ち、ヒストンや DNMT1 (DNA methyltransferase 1) を基質とし、クロマチン構造や
DNMT1の安定性を制御する 33-37。UHRF1は細胞増殖や発生といった生物学的プロ
セスにおいて重要な役割を担っていることが知られている。また、大腸癌、乳癌、膀胱
癌、前立腺癌、肺癌において発現亢進しており、癌細胞の増殖と生存に寄与している
ことが既に報告されている 38-42。 
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1.3 ユビキチンプロテアソーム系によるタンパク質分解と E3 ユビキチ
ンライゲース β-TrCP 
ユビキチンプロテアソーム系によるタンパク質分解は細胞周期制御、シグナル伝達、
免疫応答といった多くの生物学的プロセスの制御に関わっていることが報告されてい
る。タンパク質のユビキチン化はユビキチン活性化酵素（E1-UBA, ubiquitin 
activating enzyme), ユビキチン結合酵素  (E2-UBC, ubiquitin conjugating 
enzyme) 及びユビキチンライゲース (E3, ubiquitin ligase) によって行われ、E3ユ
ビキチンライゲースは基質特異性に重要であることが知られている 43。 
E3ユビキチンライゲースである β-TrCP1及び β-TrCP2は細胞周期亢進や分化を
初めとした多くの生物学的プロセスの制御に関わっていることが示されている。既に
知られている β-TrCP ファミリーの基質としては、β-catenin, Cdc25, REST, Mdm2及
び IκBβなどのタンパク質が知られており、癌との関連も報告されている 44-48。 
 
1.4 大腸癌細胞の造腫瘍性に重要な lncRNAの探索と機能解析 
近年、日本において大腸癌は罹患率・死亡率ともに上昇傾向にあり、2008-2009
年の部位別癌死亡率では男性では肺癌・胃癌に続いて 3位、女性では 1位となって
おり、更なる治療法の改善が待ち望まれている。本研究では、大腸癌細胞の造腫瘍
性に重要な lncRNAを同定し、その機能解析を行うことで新規治療法確立の足掛か
りを得ることを目標とした。具体的には、大腸癌細胞株 CCSC#P及び CCSC#Pから
サブクローン化することによって得られた造腫瘍性の著しく低い細胞株 CCSC#11に
おける遺伝子発現プロファイルを RNA-seq解析を用いて比較し、CCSC#11細胞に
おいて発現減少している lncRNAを抽出した。続いて、得られた lncRNAの一つであ
る UPAT (UHRF1 Protein Associated Transcript) が大腸癌細胞の造腫瘍性に必
須であることを明らかにした。また、UPATが UHRF1 と結合して β-TrCP依存的な
3
UHRF1のユビキチン化及び分解を阻害することで、大腸癌細胞の増殖と生存に重
要な役割を果たしていることを明らかにした。さらに、UPAT-UHRF1経路が、SCD1 
(Stearoyl-CoA desaturase 1) や SPRY4 (Sprouty 4) の発現を促進することで大腸
癌細胞の生存に寄与していることを明らかにした。 
本研究において見出した UPAT-UHRF1経路は大腸癌治療の有望なターゲットで
ある可能性が高いと考えられる。 
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第２章 材料と方法 
2.1 細胞培養 
CCSC#P 細胞は Celprogen から購入した (San Pedro, CA, Human colon 
cancer stem cell, Cat. #36112-39, Lot. #710011-05)。CCSC#P及び CCSC#11細
胞は DMEM/F12 に 10%牛胎児血清を添加した培地で培養した。HCT116 細胞
(ATCC) は、McCoy’s Medium (Sigma) に 10%牛胎児血清を添加した培地で培養
した。DLD1 細胞(ATCC) は、RPMI1640 (NISSUI) に 10%牛胎児血清を添加した
培地で培養した。HaCaT (ATCC) 及び 293FT細胞 (ATCC) は DMEM (NISSUI) 
に10%牛胎児血清を添加した培地で培養した。細胞培養は全て37℃、5% CO2の条
件下で行った。 
 
2.2 抗体 
抗 Flag (F3165) 抗体及び抗 Actin (A-2066) 抗体は Sigma から購入した。抗
UHRF1 (612264) 抗体及び抗 Lamin A/C (612162) 抗体は BD Biosciencesから
購入した。抗 α-tubulin (CP-06) 抗体は CALBIOCHEMから、抗 HA (16B12) 抗体
は COVANCEから、抗 Myc (9E10) 抗体は Santa Cruz Biotechnologyから購入し
た。2次抗体と ECL-plusは GE Gealsthcareから購入した。 
 
2.3 レンチウイルス作製 
H1 プロモーターの下流に shRNA を組み込んだレンチウイルスベクター 
(CS-Rfa-CG) は pCAG-HIV-gp ベクター及び pCMV-VSV-G-RSV-Rev ベクターと
共に 293FT 細胞にトランスフェクションした。トランスフェクションには
polyethylenimine 'MAX' (PEI, Polyscience, Inc. Cat. 24765) を用いた。すべての
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プラスミドベクターは三好 浩之先生 (RIKEN BioResource Center, Japan) からご
厚意により提供して頂いた。ウイルスは 25,000 rpm 90 minの超遠心 (SW28 roter, 
Beckman) によって精製し、感染効率は GFPの発現量を指標として揃えた。shRNA
の配列を以下に示す。 
UPAT#A......CTCCAGAGGCTGTGAGAAACA  
UPAT#B......GTCTCCATGCCTAGCTTTAAA  
UPAT#C......GGGCATGGGTATGCTGTAATC 
 
2.4 造腫瘍性アッセイ 
UPAT をターゲットとする shRNA を発現するレンチウイルスを HCT116 または 
CCSC#P 細胞に感染させた。感染から 3 日後に細胞を 6 週齢の免疫不全マウス 
(BALB/cAJcl-nu/nu, CLEA Japan) に皮下注射し、経過観察及び腫瘍の大きさを測
定した。すべての動物実験は the Animal Ethics Committee of the University of 
Tokyoのガイドラインに基づいて行われた。 
 
2.5 RNAi 
Stealth siRNA (UHRF1, β-TrCP1, β-TrCP2) は Invitrogenから購入した。UPAT 
(NR_002773), NR_027161, NR_015379, NR_002795 に対する siRNA は
Dharmacon から購入した。AOC1, AOC2, AOC3, SCD1, SPRY4, PGM1, 
GPRC5Aに対する siRNAは Ambionから購入した。細胞へのトランスフェクションに
は Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) を使用した。コントロールとしては
Validated Stealth negative control RNAi duplex with MED GC content #2 
(Invitrogen), siGENOME NON-Targeting siRNA #3 (Dharmacon, D-001210-03), 
Silencer Select negative control siRNA #1 (Ambion) を用いた。siRNAの配列を以
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下に示す。 
UPAT (NR_002773)#1......GGTAAGGCATCCTGGCAGA 
UPAT (NR_002773)#2......CCAGAGGTATGGAAACAAA 
NR_027161......GTTGCAAATTCGTGAAGAA 
NR_015379......GCTTAATCCAGGAGACAAA 
NR_002795......GAGCTGAGGACTCGGGAAA 
AOC1#1......CCGUGUUUCUCAUCGAGAUTT 
AOC1#2......CUUCAACUGUCUACAAUUATT 
AOC2#1......GGAUUUUUGAUGUUCGGUUTT 
AOC2#2......CCAGUACAGUGUGCAAGGATT 
AOC3#1......CCACCUUGCUCAACUAUGATT 
AOC3#2......AGACUAGUUUAUGAGAUAATT 
SCD1#1......CCACCACUCCUUUCCCUAUTT 
SCD1#2......CCCUGUAUGGGAUCACUUUTT 
SPRY4#1......UGUGGAGAAUGACUACAUATT 
SPRY4#2......CAACGGCUCUUAGACCACATT 
UHRF1#1......GCCAGGTGGTCATGCTCAACTACAA 
UHRF1#2......TGGAGGACTTGTCTGACTCACTCTG 
β-TrCP2#1......CAGTGGCCTACGAGATAATTCTATT 
β-TrCP1#2......CCAACATGGGCACATAAACTCGTAT 
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2.6 Cell Titer-Gloアッセイ 
細胞の生存率は、Cell Titer-Glo Luminescent Cell Viability Assay kit (Promega) 
を用いて細胞内の ATP レベルを測定することにより間接的に算出した。蛍光強度は
Mithras LB 940 (Berthold) を用いて測定した。 
 
2.7 アポトーシス 
アポトーシスの検出には細胞表面へのフォスファチジルセリン (PS) の露出を指
標とした。検出には Annexin V-Biotin Apoptosis Detection Kit (MBL) 及び
Streptavidin–APC conjugates (S888, Invitrogen) を用いた。 
 
2.8 RNA 抽出、逆転写、qRT-PCR 
RNAの抽出には、Total RNA Isolation kit (MACHEREY-NAGEL) を用いた。抽
出したRNAに対してDNase I (TAKARA) 処理し、PrimeScript RT-PCR Master Mix 
(TAKARA) を用いて逆転写を行った。得られた cDNA の qPCR 解析には Syber 
Green PCR mastermix (Applied Biosystems) 及び LightCycler 480 (Roche 
Applied Science) を用いた。各 primerの配列を以下に示す。 
UPAT_Fw......AAAGGAGGTGAGAGGGAATGT 
UPAT_Rev......GCTGGGCACTGGGAGATAC 
NR_027161_Fw......CTGCCAGAGCCTGGAGTC 
NR_027161_Rev......CGTCGTCAGTTATCGCTTCTG 
NR_015379_Fw......CGGGTAACTCTTACGGTGGA 
NR_015379_Rev......ACCGGGTAGGGTCTGGTC 
NR_002795_Fw......GCTTTAGAGGCGCTGACATC 
NR_002795_Rev......GCTAAGCTCGGCTGTTGG 
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β-Actin_Fw......CGTCACCAACTGGGACGACA 
β-Actin_Rev......CTTCTCGCGGTTGGCCTTGG 
U1_Fw......ATACTTACCTGGCAGGGGAG 
U1_Rev......CAGGGGGAAAGCGCGAACGCA 
AOC1_Fw.....CGTGGTCTTTGAGCAGTTTCTT 
AOC1_Rev......TGTGGCTGTGTTGGGAATGT 
AOC2_Fw......GACTTCATCAACAATGAAACCCTCT 
AOC2_Rev......CGGAGCAAGAAGCCAACTCT 
AOC3_Fw......CAATGAGACCATTGCTGGAA 
AOC3_Rev......TCCTCTGCATGTGGGATATG 
ASBEL_Fw......CTCCTGTGGACGCTTGTGT 
ASBEL_Rev......GGAGCCTCTCCTTTATGCAA 
UCA1_Fw......CGGGTAACTCTTACGGTGGA 
UCA1_Rev......ACCGGGTAGGGTCTGGTC 
SCD1_Fw......CACCTCTTCGGATATCGTCCTT 
SCD1_Rev......GGGAAAGGAGTGGTGGTAGTTG 
SPRY4_Fw......CCCCGGCTTCAGGATTTA 
SPRY4_Rev......CTGCAAACCGCTCAATACAG 
UHRF1_Fw......CCTGGCGTCACTCAAGGA 
UHRF1_Rev......TCCTGACAGCAGATACACTGGA 
β-TrCP2_Fw......GACTCGGTGATTGAGGACAAGA 
β-TrCP2_Rev......ATGGCCTCTTTCTGGAGACG 
β-TrCP1_Fw......GCTATGAAGACTGAGAATTGTGTGG 
β-TrCP1_Rev......TGAGAGTTTCCGTTGCTTGG 
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2.9 コンストラクト作製、トランスフェクション 
UPAT 及び UPAT の欠失変異体は PCR 法によって増幅し、pcDNA3.1(+) ベクタ
ーに挿入した。In Vitro Transcription には pBlueScript II SK+ベクターを用いた。
UHRF1及び UHRF1の欠失変異体、β-TrCP1, β-TrCP2, その他の F-box protein 
family は PCR 法によって増幅し、pcDNA3.1(+)-Flag、pcDNA3.1(+)-HA 及び
pcDNA3.1(+)-5xMyc ベクターに挿入した。細胞へのトランスフェクションには
polyethylenimine 'MAX' (PEI, Polyscience, Inc. Cat. 24765) を用いた。クローニン
グ用いた primerの配列を以下に示す。 
【UPAT関連】  
UPAT_Fw......AGTGAATTCCAGCACCACACCAGGACCCT 
UPAT_Rev......GACGATATCGTTCAGTCACGCAGGATGGAGTG 
Del1_Rev......AAACTCGAGCCTGCTACATCCAGGTCCAC 
Del2_Rev......AAACTCGAGCCAAAGCCACTATCTATGTA 
Del3_Fw......AGTGAATTCCAGCTTCCCCATTGCCCCTCCGTAT 
 
【UHRF1関連】   
UHRF1_Fw......AGGAAGCTTATGGGGGTTTTTGCTGTCCC 
UHRF1_Rev......AGGCTCGAGTCACCGGCCATTGCCGTAGC 
UTPS (736)_Rev......AGGCTCGAGTTACTGGAACGTCTCCTCCACTT 
UTP (426)_Rev......AGGCTCGAGTTAGACGATGGTACATTCCTTGG 
UT (310)_Rev......AGGCTCGAGTTACTTCCGTCTCATGGGGTTGT 
PSR (296)_Fw......AGGGAATTCCCGGGTGAAGGGAGCCCCAT 
SR (381)_Fw......AGGGAATTCAGCGAGGTGGTACTGGCGGG 
UHRF1_400_Fw......AGGGAATTCGCCTCGGCCACATCGTCCTC 
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UHRF1_621_Fw......AGGGAATTCCCAGAAGGCTACCTGGAAGC 
UHRF1_736_Fw......AGGGAATTCTGTATCTGCTGTCAGGAGCT 
UHRF1_636_Fw......AGGGAATTCGAGAACAGCAAGAGGGAGGA 
UHRF1_671_Fw......AGGGAATTCAGGGCCGGGTCCCCGCGCCG 
UHRF1_670_Rev......AGGCTCGAGTTAGCTCGGGCCACCTCCTGCC 
GACTTCCGCTT 
UHRF1_635_Rev......AGGCTCGAGTTACTTCTCTCGCTCTCGGTTGG 
CCAGGGCTTC 
639KR_Fw......AGCGAGAGAAGGAGAACAGCAgGAGGGAGGAGGA 
GGAGCAGCA 
639KR_Rev......TGCTGCTCCTCCTCCTCCCTCcTGCTGTTCTCCTTC 
TCTCGCT 
657KR_Fw......TCGCGTCCCCCAGGACGGGCAgGGGCAAGTGGAA 
GCGGAAGTC 
657KR_Rev......GACTTCCGCTTCCACTTGCCCcTGCCCGTCCTGGG 
GGACGCGA 
659KR_Fw......CCCCCAGGACGGGCAAGGGCAgGTGGAAGCGGAA 
GTCGGCAGG 
659KR_Rev......CCTGCCGACTTCCGCTTCCACcTGCCCTTGCCCGT 
CCTGGGGG 
661KR_Fw......GGACGGGCAAGGGCAAGTGGAgGCGGAAGTCGGC 
AGGAGGTGG 
661KR_Rev......CCACCTCCTGCCGACTTCCGCcTCCACTTGCCCTTG 
CCCGTCC 
663KR_Fw......GCAAGGGCAAGTGGAAGCGGAgGTCGGCAGGAGG 
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TGGCCCGAG 
663KR_Rev......CTCGGGCCACCTCCTGCCGACcTCCGCTTCCACTTG 
CCCTTGC 
   
【F-box タンパク質関連】   
βTrCP1_Fw......AAACCATGGACCCGGCCGAGGCGGTGCTGC 
βTrCP1_Rev......AAAGATATCTTATCTGGAGATGTAGGTGT 
βTrCP2_Fw......AAACCATGGAGCCCGACTCGGTGATTGAGG 
βTrCP2_Rev......AAAGATATCTTATCTAGAGATGTAAGTGT 
FBXW2_Fw......AGGGAATTCATGGAGAGAAAGGACTTTGA 
FBXW2_Rev......AGGCTCGAGTCAGCCGTGCTCCTTCCACAACA 
FBXW4_Fw......AGGGAATTCATGGCGGCGGCGGCCGGGGAGGAG 
GAGGAG 
FBXW4_Rev......AGGCTCGAGTCATGGGTTTTGAAAATCCAGGA 
FBXW5_Fw......AGGGAATTCATGGACGAGGGCGGCACGCCCCTGCT 
FBXW5_Rev......AGGCTCGAGTCAGCGCCTCTGGCTGGCAAGCC 
FBXW7A_Fw......AGGGAATTCATGAATCAGGAACTGCTCTC 
FBXW7A_Rev......AGGGCGGCCGCTCACTTCATGTCCACATCAAAGT 
FBXW8_Fw......AGGGAATTCATGGACGACTACAGCCTGGA 
FBXW8_Rev......AGGCTCGAGCTAAACATGGTTATAGGGAAAGG 
   
【UPAT標的遺伝子関連】  
SCD1_Fw......AAAGAATTCATGCCGGCCCACTTGCTGCA 
SCD1_Rev......AAACTCGAGTCAGCCACTCTTGTAGTTTC 
SPRY4_Fw......AGGGAATTCATGCTCAGCCCCCTCCCCAC 
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SPRY4_Rev......AGGCTCGAGTCAGAAAGGCTTGTCGGGCC 
 
2.10 分画 
細胞ペレットを Hypotonic buffer [10 mM HEPES pH7.5, 10 mM KCl, 1.5 mM 
MgCl2, 0.5% Nonidet-P40 (NP40)] に懸濁し、氷上で 10分静置した。次に、25 G 
注射針とシリンジを用いて 10回ピストン運動することで細胞膜を破壊した後、1,000 x 
G, 4°C, 10 min遠心した。上清に対して更に 15,000 x G, 15 min遠心して上清を取
り、細胞質画分とした。沈殿に対しては Hypotonic buffer を用いて 2 度洗った後に、
Hypertonic buffer (20 mM HEPES pH 7.5, 420 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5% 
NP40) に懸濁し、4°C, 30 minローテーションした。その後、15,000 x G, 15 min遠
心して上清を取り、核画分とした。 
 
2.11 RNAプルダウンアッセイ、MS解析 
Normal CTPとBiotin-14-CTP (Invitrogen) の量比を4:1としてMAXIscript T3 Kit 
(Ambion) を用いてビオチン標識 RNA の合成を行った。HCT116 細胞の核画分 
(200 µg) とビオチン標識 UPATまたはアンチセンス鎖 UPATを混和し、4°C, 1 hイン
キュベートした後に Streptavidin-Coupled Dynabeads (Invitrogen) を用いて RNA
及び RNAに結合するタンパク質を回収した。結合タンパク質は SDS-PAGEにより分
離した後、銀染色またはウェスタンブロッティングにより検出した。銀染色には
SilverQuest Silver Staining Kit (Invitrogen) を用いた。UPATに特異的な泳動バン
ドを切り出し、そこに含まれるタンパク質を nanoflow LC system (Dina-2A, KYA 
Technologies) と linear ion trap-orbitrap mass spectrometer (LTQ-Orbitrap Velos, 
Thermo Fisher Scientific) により同定した。タンパク質の同定には RefSeq のヒトタ
ンパク質データベースを基とし、Mascot ver. 2.4.01 (Matrix Science) プログラムを
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用いた。 
 
2.12 ウエスタンブロット 
細胞は Lysis buffer (50 mM HEPES pH7.5, 150 mM KCl, 0.5% NP40, 2 mM 
EDTA, 1 mM NaF, ptotease inhibitors) を用いて溶解した。細胞溶解液は 15,000 x 
G, 4°C, 15 min 遠心した後 SDS-PAGEによって分離し、PVDF膜 (Immobilon-P, 
Millipore) に転写した。PVDF膜は Tween 20及び 5%スキムミルクを添加した TBS
で 4°C, overnight ブロッキングした後に 1 次抗体で標識した。2 次抗体には
HRP-conjugated secondary antibody (GE Healthcare) を用いた。検出には
Enhanced Chemiluminescence Plus Western Blotting Detection System (GE 
Healthcare)、LAS-4000EPUVmini Luminescent Image Analyzer (GE Healthcare) 
を用いた。 
 
2.13 RIPアッセイ 
6ウェルプレートで培養した細胞は 0.5 mL の Lysis buffer [50 mM HEPES pH7.5, 
150 mM KCl, 0.5% NP40, 2 mM EDTA, 1 mM NaF, ptotease inhibitors, RNase 
Inhibitor (Promega)] を用いて溶解し、15,000 x G, 10 min遠心した。その上清に各
抗体 (抗UHRF1, 抗HA, 抗 Flag, 抗mouse IgG, 抗 rabbit IgG 抗体) を添加し、
4°C, 3 hローテーションした。その後、30 µLの Protein G Dynabeads (Invitrogen) 
を加え更に 4°C, 3 h ローテーションした。ビーズは Wash buffer (50 mM HEPES 
pH7.5, 150 mM KCl, 0.05% NP40) を用いて 3度洗った後に、PBSで 2度洗い、
Total RNA Isolation kit (MACHEREY-NAGEL) を用いて共沈されたRNAを回収し、
qRT-PCRにより解析した。 
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2.14 共免疫沈降アッセイ 
プラスミドをトランスフェクションした HCT116 及び 293FT 細胞を Lysis buffer [50 
mM HEPES pH7.5, 150 mM KCl, 0.5% NP40, 2 mM EDTA, 1 mM NaF, ptotease 
inhibitors, RNase Inhibitor (Promega)] を用いて溶解した後、15,000 x G, 15 min
遠心した。その上清に対して anti-FLAG M2 Magnetic Beads (SIGMA) を添加し、
4°C, 2 hローテーションした。ビーズはWash buffer (50 mM HEPES pH7.5, 150 
mM KCl, 0.05% NP40) を用いて 3度洗った後に PBSで 2度洗った。その後、Flag 
peptide (Sigma) を用いて競合的にタンパク質の溶出し、SDS-PAGE及び ウェスタ
ンブロッティングによって検出を行った。 
 
2.15 細胞内ユビキチン化アッセイ 
293FT 細胞にあらかじめ HA-ubiquitin, Myc-β-TrCP1, Myc-β-TrCP2, FLAG- 
UHRF1または UPAT発現ベクターをコトランスフェクションしておき、10 µM MG132
を添加した 3 h後にUbi Lysis buffer [1% NP-40, 0.5% sodium deoxycholate, 0.1% 
SDS, 150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 8, 10mM N-ethyl maleimide, protease 
inhibitors and RNase Inhibitor (Promega)]に溶解した。その後、15,000 x G, 15 
min遠心し、上清に anti-FLAG M2 Magnetic Beads (SIGMA) を添加し 4°C, 2 hロ
ーテーションした。ビーズは Ubi Wash buffer [1% Tritone X-100, 50 mM HEPES 
pH7.5, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 0.05% SDS, 10mM N-ethyl maleimide, 
protease inhibitors and RNase Inhibitor (Promega)] を用いて 3度洗った後にPBS
で 2度洗った。その後、Flag peptide (Sigma) を用いて競合的にタンパク質の溶出し、
SDS-PAGE及び抗 Flag, 抗HA, 抗Myc抗体を用いてウェスタンブロッティングを行
った。 
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2.16 UHRF1相互作用因子の精製 
Flag-UHRF1 発現ベクターをトランスフェクションした HCT116 細胞を溶解し、抗
Flag 抗体を用いて免疫沈降した後、Flag peptide (Sigma) を用いて競合的に
Flag-UHRF1 及び共沈タンパク質を溶出した。溶出したタンパク質はメタノール／クロ
ロホルム沈殿により脱塩した後に、トリプシン (Promega) 処理しエレクトロスプレー
イオン化多段質量分析 (ESI-MS/MS) システムで解析を行った。HPLC には DiNa 
system (KYA Tech Corporation) と C-18 ESI capillary column (100 μm × 150 mm, 
NIKKYO Technos) を用いた。検出には LTQ Velos Orbitrap ETD instrument 
(ThermoFischer Scientific) を用いた。タンパク質の同定にはProteome Discoverer 
Version 1.2 (ThermoFisher Scientific) を用いた。 
 
2.17 シーケンスデータ解析 
CCSC#P 及び CCSC#11 細胞の RNA 発現プロファイルは Illumina Genome 
Analyzer IIxを用いて解析した。その後、RNA-Seq Analyzer (rSeq) (ver.0.0.7) を
用いてマッピングと発現量の計算を行った。RPKM を遺伝子の発現量の指標として
用いた。遺伝子のアノテーションには Refseq 及び Entres Gene databaseを用いた。
CCSC#P と CCSC#11細胞の間で 2.5 倍以上発現量に差のある lncRNA を発現に
差異のある lncRNA として抽出した。 
UPAT の発現を抑制した HCT116 細胞の遺伝子発現プロファイルは Illumina 
Hiseq2000を用いて解析を行った。その後、TopHat 2.0.8を用いて hg19にマッピン
グし、Cuffdiff 2 を用いて遺伝子発現レベルを計算した。コントロール siRNA をトラン
スフェクションした細胞と UPAT ノックダウン細胞との間で 2倍以上発現量に差のある
遺伝子を発現に差異のある遺伝子として抽出した。Funcational analysis は、
MSigDB “Investigate Gene Sets”を用いて行った。 
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第３章 結果 
本章については、５年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開。 
第４章 考察 
本章については、５年以内に雑誌等で刊行予定のため、非公開。 
第５章 結論 
本研究の結果をまとめる。 
 大腸癌細胞の造腫瘍性に重要な lncRNA として UPATを見出した。 
 UPATは大腸癌細胞の増殖と生存に必要であることが示唆された。 
 UPATによって発現制御され、大腸癌細胞の増殖に関わる遺伝子として
SCD1及び SPRY4を同定した。 
 UPATに結合するタンパク質としてエピゲノム制御因子 UHRF1を同定した。 
 UPATの発現を抑制するとUHRF1タンパク質の劇的な減少が引き起こされる
ことが判明した。 
 UPATは UHRF1のユビキチン化及びプロテアソーム依存的な分解を阻害す
ることが示唆された。 
 UHRF1 も SCD1及び SPRY4の発現を制御していることが示唆された。 
 UHRF1に対するユビキチンライゲースとして β-TrCP1及び β-TrCP2を同定し
た。 
 UPATは β-TrCP1及び β-TrCP2によるUHRF1のユビキチン化を阻害するこ
とが示唆された。 
 UHRF1の Lys-663残基が β-TrCP2によってユビキチン化されることが示唆さ
れた。 
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以上の結果から、大腸癌細胞の増殖及び造腫瘍性における lncRNA UPAT の重
要性が示唆された。さらに、UPATはエピゲノム制御因子UHRF1に結合し、ユビキチ
ンリガーゼ β-TrCPsによるポリユビキチン化を阻害することで、UHRF1 タンパク質の
安定化に寄与していることが明らかとなった。UHRF1 は、大腸癌を初めとした多くの
癌において高発現し、癌細胞の増殖と生存に重要であることが知られている。また、
UPAT-UHRF1経路の共通の標的遺伝子として SCD1及び SPRY4を同定し、UPAT
はその両遺伝子の発現制御を介して大腸癌細胞の増殖を制御していることが示唆さ
れた。本研究はエピゲノム制御因子のユビキチン化と分解に関与する lncRNA に関
する初の知見であり、本研究において見いだされた UPAT-UHRF1 経路は大腸癌の
治療の標的として有望であると期待している。 
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た。東京大学腫瘍外科の北山丈二准教授、日吉雅也先生には多くの助言をいただき
ました。併せて感謝申し上げます。 
秋山研究室助教の谷上賢瑞先生には研究の進め方や柔軟なデータ解釈、論文の
書き方などとても多くの助言をいただきました。秋山研究室講師の川崎善博先生には、
実験手法や研究の方向性など多くの助言をいただきました。厳しい研究生活を共にし
てきた、同期の高井弘基氏、平岡巧士氏、宮本昌弥氏に深く感謝しています。また、
非常に充実した 5 年間を支えてくださった東京大学分子細胞生物学研究所、分子情
報研究分野 (秋山研究室) の皆様には深く御礼申し上げます。最後に、私のこれま
での研究生活を経済的・精神的に支えてくれた両親に心から感謝いたします。 
 
2014年 12月 18日 
杉政 宏信 
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